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  " علوم زراعي ايرانمجله"
  1388 زمستان ،4 شماره ،يازدهم لدج

  
 تحت تاثير (.Oryza sativa L)هاي مريستم نوك ريشه برنجبررسي تغييرات حجم واكوئل در سلول

  تنش شوري
Study of changes in volume of vacuole in meristem cells at root tip of 

rice (Oryza sative L.) under saline conditions 
  

  3 و ايمان نعمتي2، فواد مرادي1زادهسميه قلي
  

  چكيده
  .1388.  تحـت تـاثير تـنش شـوري    (.Oryza sativa L)هاي مريستم نوك ريشه بـرنج  بررسي تغييرات حجم واكوئل در سلول. نعمتي. مرادي و ا. ، ف.زاده، سقلي

  .353-366): 4(11.مجله علوم زراعي ايران

 

سه رقم   هايهاي كشت تعليقي و پروتوپلاست    منطقه مريستمي ريشه، سلول   هاي    سلولغييرات حجم واكوئل در     ت آزمايشدر اين   
تحـت تـاثير تيمارهـاي مختلـف شـامل      )  به شوريمتحملارقام ( IR651 و اهلمي طارم و )رقم حساس به شوري(IR29 برنج شامل 

 ـمـولار كلر A1 ،1/0 ر بافيلومايـسين مـولا   نـانو 20مولار مانيتول،2/0،  ميد سديكلر مولار نمك1/0  نـانومولار  20م همـراه بـا  يد سـد ي
، نمونه برداري انجام شـد و تغييـرات          ساعت اعمال تيمارها   24و   8 ،   3پس از     . قرار داده شدند  ) شاهد(آب مقطر   و   A1بافيلومايسين  

ي افزايش در حجم واكوئـل تنهـا در تيمـار          نتايج نشان داد كه در ارقام متحمل به شور        . مورد بررسي قرار گرفت   حجم واكوئل آنها    
 نيـز تغييـرات مشخـصي را در       ميد سـد  يمولار كلر 1/0ها با محلول مانيتول با اسمولاريته مشابه با         تيمار سلول .  اتفاق افتاد  ميد سد يكلر

 از A1بافيلومايـسين  بعـلاوه  . باشـد رسد كه افزايش حجم واكوئل ناشي از اثرات ويژه نمك مي         به نظر مي  . حجم واكوئل ايجاد نكرد   
-V بر نقـش اساسـي     تللاد طوركامل جلوگيري كرد كه      آمده بود، به   به وجود    ميد سد يكلرافزايش حجم واكوئلي كه در اثر تيمار        

ATPaseري براي فعاليت آنتي پورتژ در ايجاد انر Na+/H+دارد برنجهاي   و تسهيم واكوئلي سديم در سلول.  
  

  .، تنش شوري و مريستم نوك ريشهV-ATPase  پمپ،برنج، A1بافيلومايسين : كليديهايواژه
  
  
  
  
  

  
  28/5/1388: تاريخ پذيرش   10/1/1387: تاريخ دريافت

  مربي دانشگاه آزاد اسلامي واحد خرمشهر -1

  )مكاتبه كننده( كرج ، استاديار پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي- 2
   مربي دانشگاه آزاد اسلامي واحد خرمشهر-3
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   ١٣٨٨ زمستان ،٤، شماره يازدهم جلد ،" علوم زراعي ايرانمجله"

٣٥٤ 

  مقدمه
ــدود  ــين40در حـ ــد از زمـ ــشاورزي درصـ ــاي كـ   هـ

ــت       ــه اس ــوري مواج ــشكل ش ــا م ــان ب ــر جه  در سرتاس
)Gorham, 1992( .  رود، جمعيـت  در حالي كه انتظـار مـي

 ميليـارد نفـر برسـد، افـزايش        5/8 بـه    2025زمين تـا سـال      
سريع تقاضا براي توليد مواد غذايي امري اجتناب ناپـذير          

 درصـد از  7شـوري  . )Ghassemi et al., 1995(باشـد  مـي 
 ميليـون هكتـار را تحـت        930هاي دنيا يعني حـدود      زمين

تاثير قـرار داده  و روز بـه روز ايـن منـاطق شـور درحـال                  
مطالعات جهـاني نـشان داده كـه بهـره          . باشندگسترش مي 

 ســال گذشــته 45بــرداري از اراضــي كــشاورزي در طــي 
 بـر اسـاس   .  درصد از آنها شـده اسـت       6باعث شور شدن    

آمارهــاي موجــود، ايــران پــس از هنــد چــين و پاكــستان  
بيــشترين درصــد اراضــي شــور را در ســطح جهــاني دارد 

(Kafi, 2008)  .هــاي از ايــن رو، نيــاز بــه توليــد ژنوتيــپ
متحمل به شوري در گياهان الزامي است تـا از طريـق بـه              
زير كشت بـردن اراضـي شـور و افـزايش توليـد در ايـن                

ــه گــسترش مــواد غــذايي را  منــاطق بتــوان تقاضــاي رو  ب
دستيابي بـه ايـن هـدف از طريـق اصـلاح            . برآورده نمود 

نباتات، نيازمند شناخت صحيح صفات فيزيولوژيك موثر       
در تحمل به شوري است تا بر اسـاس شناسـايي بـه نقـش               
اين صفات در تحمل به شوري بـه ژنوتيـپ هـاي جديـد               

  . دنتوليد شو
هاي غالب  نهاي شور، سديم و كلر يو     در اكثر خاك  

. باشـد بوده كه معمولا مقدار آنها بـيش از نيـاز گيـاه مـي             
هـاي محلـول در محـيط اطـراف         مقدار بيش از حد نمك    

ريشه موجب تـنش اسـمزي مـي شـود كـه ممكـن اسـت                
باعث اختلال در روابط آبـي گيـاه، اخـتلال در جـذب و              
  مــــصرف عناصــــر ضــــروري و همچنــــين تجمــــع     

  تغييراتـــي، در نتيجـــه چنـــين . هـــاي ســـمي شـــوديـــون
ــروتئين ــد  پ ــايي مانن  ADF4 (Actin depolymerizingه

factor 4)   شـوند،   كه در حالت عادي در گيـاه ديـده نمـي
تظاهر خواهند يافت، در حاليكه بيان تعدادي ديگر ماننـد          

SOD [Mn] (Superoxide dismutase)، RP-10 (IMP 

dehydrogenase) و Rbcl (Rubisco large subunit1) 
 سـيتوزولي  SOD [Cu-Zn]   تعدادي ديگر مانندافزايش و

كـــاهش RuBisCo LS (Rubisco large subunit) و 
، كــه (Salekdeh and Komatsu, 2007)خواهنــد يافــت 

، متابوليـسم گيـاه تحـت تـاثير قـرار          درنتيجه اين تغييـرات   
ــي ــرد م   .)Lacerda et al., 2003; Munns, 2002(گي

   تحمــل (Munns et al., 2006) مــونس و همكــاران  
   بــــــه تــــــنش شــــــوري در غــــــلات را در چنــــــد  

ــازي ورود نمــك   ــدود س ــامل مح ــازوكار ش ــل،س    تحم
ــده بنـــــــدي (Tissue tolerance) بافـــــــت    ، كـــــ
ــع(Salt compertmentation) نمـــــــــك   ، دفـــــــ

يداتيو و  تحمــل بــه تــنش اكــس،(Salt execution)  نمــك
  .اند تنظيم اسمزي طبقه نموده

 حفـظ فـشار     ي به معنـا   يلعا اهاني گ در اسمزي تنظيم
 شي افـزا  در اثـر   ،ي اسـمز  لي كاهش پتانس  لهيآماس به وس  

 ي هـا  دي اس ـ نـو ي آم اء،ي ـ اح ي هـا  قنـد (تجمع املاح خاص    
   بــــــاتي تركترات،ي مــــــالات، ســــــن،يآزاد، پــــــرول

 واكـنش  در )-Cl و   +K+، NO3-، Na ،يي چهارتا يوميآمون
 كــاهش بــا گياهــان از بعــضي .باشــد يمــ آب كمبــود بــه

خـشكي  ( يشور و يخشك تحمل به قادر اسمزي پتانسيل
 Hasegawa et( باشـند مي )ناشي از تجمع املاح درخاك

al., 2000; Serraj and Sinclair, 2002( .   در حـال حاضـر
هـا در طـي تنظـيم اسـمزي،         مشخص شده است كه سلول    

هـاي آلـي سـازگار در       همزمان بـا سـنتز و تجمـع محلـول         
ــون  ــع يـــ ــه تجمـــ ــل بـــ ــم، تمايـــ ــايسيتوپلاســـ   هـــ

هاي خود دارند تا تعادل اسمزي       جذب شده، در واكوئل   
حفـظ شـود    ) واكوئـل و سيتوپلاسـم    (بين ايـن دو بخـش       

)Hasegawa et al., 2000( . در ايــن صــورت دو مزيــت
آيـد؛ از يـك     براي سلول تحت تنش شوري به وجود مي       

ــرژي مــصرف شــده،    ــه لحــاظ ان ــر ب طــرف ســديم و كل
  هـاي مناسـبي بـراي تنظـيم اسـمزي محـسوب           اسمولايت

شوند و از طرف ديگر، تسهيم واكوئلي اين دو يـون،            مي
رسـاند  سميت ايجاد شده در سيتوپلاسم را به حداقل مـي         

)Blumwald et al., 2000(.  ــون ــالاي ي  در هــاغلظــت ب

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
88

.1
1.

4.
3.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

gr
ob

re
ed

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
05

-1
7 

] 

                             2 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1388.11.4.3.9
http://agrobreedjournal.ir/article-1-196-fa.html


   "...بررسي تغييرات حجم واکوئل در

355  

پتانـسيل اسـمزي در ايـن انـدامك         واكوئل باعث كاهش    
شود كه در نتيجه آن آب از محيط اطراف واكوئل به            مي

 افـزايش حجـم     در پي اين عمل   . ن انتقال مي يابد   درون آ 
از آنجـايي  . گيـرد واكوئل در طي رشد سلول صورت مي   

كه رشد سلول گياهي در ابتدا، به علت انبساط مستقيم بـا            
 Cl־ و   +Naتسهيم  دهد،  افزايش در حجم واكوئل رخ مي     

كنـد كـه بـراي نمـو سـلول          تنظيم اسـمزي را تـسهيل مـي       
هــاي ســلول. )Yokoi et al., 2002(باشــد ضــروري مــي

بايست نسبت بـالاتري    گياهي تيمار شده با شوري بالا مي      
 را در سيتوپلاسم حفظ كرده و از طريق تجمع          +K+/Naاز  

ها، تعادل اسمزي خود را با محـيط        يون سديم در واكوئل   
 شود كه ناقـل واكـوئلي   تصور مي. اطراف كنترل نمايند

Na+/H+      ،نقـش مهمـي را در      كه در تونوپلاست قرار دارد
  گياهــان آرابيدوپــسيس و  . ايــن فرآينــدها ايفــا نمايــد   

 را به شـدت بيـان       AtNHx1فرنگي تراريخته كه ژن     گوجه
كنند، مقادير فراوانـي از ايـن ناقـل را در تونوپلاسـت             مي

  هـــاي خـــود انباشـــته كـــردهســـلول) غـــشاي واكوئـــل(
ــشان مــي   ــالايي را ن ــسيار ب ــه شــوري ب ــد و تحمــل ب   دهن

 )Zhang and Blumwald, 2001( .   توانـايي انتقـالNa+ از 
 +Na+/H  داخــل واكوئــل از طريــق ناقــل سيتوپلاســم بــه

ــت    ــه فعالي ــسته ب ــت واب ــوئليH+-ATPaseتونوپلاس    واك
 (V-ATPase, EC 3.6.1.3)و پيروفــــسفاتاز معــــدني   

-H+ واكــوئلي (V-PPase, EC 3.6.1.1)زيــرا ،باشــد مــي 
ــشاء      ــرف غ ــه ط ــون ب ــال پروت ــا انتق ــن دو ب ــت اي   ،فعالي

ــي   ــاد مــ ــيميايي لازم را ايجــ ــيب الكتروشــ ــد شــ   كننــ
)Binzel and Ratajczak, 2001(. فريك  (Fricke, 2004)  

متحمل جو را در معـرض      گزارش كرد، هنگامي كه گياه      
  ساعت 24 قرار داد، پس از       ميلي مولار  100 كلريد سديم 

هـاي  ميلي مولار سديم به ترتيب در سـلول   49 و 38تنها 
مزوفيلي و اپيدرمي در حال رشد جو ديـده شـد كـه ايـن               

هـا  ايـن سـلول   ميزان سديم نيز تاثيري معني داري بر رشد         
 در  افـزود كـه سـديم جـذب شـده      همچنـين  وي. نداشت

هـاي در حـال توسـعه كـده بنـدي شـده و       درون واكوئـل 
علاوه بر كمك به تنظيم اسمزي درون سلولي، به تعـادل           

  . روابط آبي درون سلول نيز كمك نموده است
V-ATPase هــاي  بــه دســته منحــصر بفــردي از پمــپ

ــدامك پروتــوني تعلــق دارد كــه روي غــشاي   چنــدين ان
ــلول  ــيدي در س ــوئلي   اس ــشاي واك ــاريوتي، غ ــاي يوك   ه

  شـــودگياهـــان عـــالي، قارچهـــا و مخمرهـــا يافـــت مـــي
 )Barkla et al., 1995( .بافيلومايــــــسينA1 ،

ــسين ــه   C (Concanamycin C)كونكانامايـ ــرات بـ   و نيتـ
ــده    V-ATPaseهـــــاي اختـــــصاصي عنـــــوان بازدارنـــ
افزايش . )Maeshima, 2001( گيرند مورد استفاده قرار مي

كلريـد   تونوپلاست در پاسـخ بـه        H+-ATPaseدر فعاليت   
 ,Matsomoto and Chung(هــاي جــو  در ريــشهســديم

 ,.Reuveni et al(، كـشت تعليـق سـلولي توتـون     )1988

  ،)Nakamora et al., 1992( هاي نوعي لوبيـا ، ريشه)1990
هـاي  ، ريـشه )Barkla et al., 1995(هـاي گـل يـخ    بـرگ  

 و ديگـر گياهـان   )Ballesteros et al., 1996(آفتـابگردان  
)Mimura et al., 2002; Wang et al., 2001(  گـزارش 

  . شده است
 در بـرنج    +Na+/Hبا توجه به اين كه، چندين ژن ناقـل          

، هـدف از  )Fukuda et al., 2004(گـزارش شـده اسـت    
آزمايش حاضر شناسايي فعاليت احتمالي پمـپ پروتـوني         

V-ATPase  و تجمـع واكــوئلي ســديم تحــت تــاثير تــنش 
هاي مريستمي ريشه، كشت تعليـق       در سلول  كلريد سديم 

هاي برنج از طريق بررسي تغييرات      سلولي و پروتوپلاست  
ــسين    ــاربرد بافيلوماي ــل و ك ــم واكوئ ــه عنـ ـA1حج وان  ب

  . بوده استبازدارنده اختصاصي اين آنزيم
  

  هامواد و روش
  مواد گياهي

 بـرنج شـامل     آزمايش حاضـر بـا اسـتفاده از سـه رقـم           
 IR29  و) بـــه شـــوريمتحمـــل (IR651اهلمــي طـــارم و  

ــه شـــوريحـــساس( در پژوهـــشكده بيوتكنولـــوژي )   بـ
بــذور رســيده رقــم ايرانــي . كــشاورزي صــورت گرفــت

 و  IR29قيقـات بـرنج رشـت و        طارم از موسـسه تح    اهلمي
IR651    المللي بـرنج     از موسسه تحقيقات بين)IRRI (  تهيـه

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
88

.1
1.

4.
3.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

gr
ob

re
ed

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
05

-1
7 

] 

                             3 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1388.11.4.3.9
http://agrobreedjournal.ir/article-1-196-fa.html


   ١٣٨٨ زمستان ،٤، شماره يازدهم جلد ،" علوم زراعي ايرانمجله"

٣٥٦ 

عفوني سطحي     پس از ضد   ،بذر ارقام مختلف برنج   . شدند
ــا هيپوكلريــت  دقيقــه و 30 درصــد بــه مــدت 10 ســديمب

 بــه منظــور ســپس. قــراد داده شــدندشستــشو بــا آب مقطر
  صـافي  كاغـذ روي     پتـري   ظـروف  جوانه زنـي در داخـل     

 و در دمــاي هداده شــدقــرار) 2واتمــن شــماره  (طــوبمر
  ، طــول روشــنايي)روز/ شــب ( درجــه ســانتيگراد 25/30

ــسبي  12  ــت ن ــاعت و رطوب ــاتور   درصــد70 س   در ژرمين
   . شدندجوانه دار

  هاي مريستمي نوك ريشه از سلولتهيه نمونه 
هاي منطقه كلاهـك نـوك ريـشه در زيـر             ابتدا سلول 

)  20 -30(ها به مـدت       شهسپس ري .  و حذف شد   قطعلوپ  
داده  قرمز خنثي قـرار       رنگ  درصد 01/0دقيقه در محلول    

 ميليمتـر   3-5ل  منطقه مريستم نـوك ريـشه بـه طـو         . شدند
 شـامل    و قطعه حاصل پـس از اعمـال تيمـار آنزيمـي            قطع

و دو درصــد R-10 ماســروزايم ، دو درصــدR-10ســلولاز 
ي رو  دقيقه، بـر   20به مدت   )  درصد يك( Y-23پكتولياز  

 با قـرار دادن لامـل بـر         داده شد و سپس    قرار   اي ه شيش لام
ــه آرامــي    ــم انگــشت شــست، ب ــشار ملاي ــا ف   روي آن و ب

  . بدست آمداسكواش شده و لايه سلولي نازكي 
   توليد كالوس

ه مـدت    درصد ب ـ  70 بذرها با الكل     پس از ضدعفوني  
 درصد همـراه    50 سديم   يك دقيقه و محلول هيپوكلريت    

 دقيقـه در شـرايط      45-60 بـه مـدت      20 با دو قطره تـوين    
     پتـــري ظـــروف دربـــذر رقـــم اهلمـــي طـــارم،  خـــلاء

 N6محتــوي محــيط كــشت پايــه ) متــري  ميلــي15×100(
گرم بر ليتر      ميلي 2/0 و   D-4,2گرم بر ليتر       ميلي 2همراه با   

BAP  ،3    ،8/5 درصد فيتـاژل و      35/0 درصد ساكارز=pH 
رجــه  د25 – 27كــشت و در اتاقــك تاريــك در دمــاي  

 هفتـــه 3 – 4پـــس از . گـــراد نگهـــداري شـــدند ســـانتي
زا در همـين محـيط واكـشت شـدند و             هاي جنـين    كالوس
 هـر دو    ،ها  هاي بعدي به منظور نگهداري كالوس       واكشت

 IR29 توليد كالوس در ارقـام       .هفته يكبار صورت گرفت   
 و 5/2در تيمـار شـامل     به ترتيـب MS در محيط IR651و 
ــر    5/3 ــر ليت ــرم ب ــي گ ــدD ، 3-2,4ميل ــاكارز،  درص  س

 همانند رقم ايراني صورت     pH=8/5 فيتاژل و    درصد35/0
  .گرفت

   تعليق سلولي  تهيه و نگهداري كشت
اهلمـي  زاي ارقـام      هاي جنين   گرم از كالوس     ميلي 500
ليتــري   ميلــي250هــاي  بــه داخــل فلاســك IR29 طــارم و
بـه ترتيـب     R2ليتر از محيط كشت مـايع          ميلي 50محتوي  
. ندمنتقــل شــد D-2,4گــرم بــر ليتــر  ميلــي 5/2 و 2حــاوي
 دور در   120 بـا سـرعت       تكان دهنـده   روي  بر  ها    فلاسك
گـراد قـرار       درجه سـانتي   25 در تاريكي و در دماي       دقيقه

ها هر دو روز يك بار در هفته اول و            واكشت. داده شدند 
در ايـن   . بار انجـام شـد     واكشت هاي بعدي هر هفته يك     

اي بـا     كه به صورت خوشـه     يكسلولي كوچ توده  مرحله،  
ــه ــايلب ــاف  ه ــرد و ص ــه گ ــلولك ــي از    س ــاي آن غن ه

 به محيط كشت    اين توده ها  . بود، بدست آمد  سيتوپلاسم  
به منظور نگهـداري كـشت تعليقـي،        . تازه انتقال داده شد   

 تهيـه و  .اي يكبار انجام شـد  ها به طور مرتب هفته   واكشت
 محـيط   ، در IR651نگهداري كشت تعليق سلولي در رقم       

و ) D) AA3-2,4گـرم بـر ليتـر        ميلـي  3 همـراه بـا      AAپايه  
  .همانند روش بالا انجام شد

   الگوي رشد كشت تعليق سلولييينتع
به منظور تعيين الگوي رشدي كشت تعليـق سـلولي و      

  نـسبت  هـا، هـر يـك روز در ميـان،           زمان مناسب واكشت  
 براي  .گيري شد   سلول به وزن خشك سلول اندازه     تروزن  
ليتر از محيط كـشت تعليـق          ميلي 5ها،   وزن تر سلول   تعيين

 خلاسلولي روي يك كاغذ صافي ريخته و تحت شرايط          
 بـراي  . و بلافاصـله پـس از آن تـوزين شـد         شده قرار داده 

–65 در دمـاي     ، تـوده سـلولي    ها  سلولتعيين وزن خشك    
ه  شـد  انيده ساعت خشك  18گراد به مدت       درجه سانتي  60

   . توزين شدو سپس
  توپلاستوازي پرس خالص

ــد پر  ــور توليـ ــه منظـ ــووبـ ــرم  تـ ــت، يـــك گـ   پلاسـ
ــالوس ــين   از كـ ــاي جنـ ــشت هـ ــي  زاي كـ ــاي تعليقـ   هـ

  ليتــر از محلــول آنزيمــي    ميلــي20بــه داخــل  ماهــه 4 
  ) Y-23 درصـد پكتوليـاز      RS  ،1/0 درصـد سـلولاز      يك (
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ها بر روي تكان دهنـده       مخلوط آنزيم و سلول   . منتقل شد 
ــا  ــي ب ــه 30 -40افق ــاريكي ود دور در دقيق ــاي  ر ت   در دم

  و نگهداري ساعت   12 – 20گراد به مدت      درجه سانتي  25
سپس به مدت يك ساعت در تاريكي بـه حالـت سـاكن             

شـان   هايي كه ديواره   براي جداسازي سلول  . قرار داده شد  
توپلاست و آنـزيم از صـافي       و مخلوط پر  بود،ضم نشده   ه

س سـپ .  ميكروني استريل عبور داده شـد      25 و   45نايلوني  
هـاي   ها بـه داخـل فـالكون    توپلاستومحلول آنزيمي و پر 

ــه  دور در دقيقــه 800-1000 و در يافتــهاســتريل انتقــال  ب
ي دور ريختـه و  يمحلول رو.  شد  دقيقه سانتريفيوژ5مدت  

 ليتـر از محلـول     ميلـي  20ها بـا اضـافه نمـودن       توپلاستوپر
ــت  ــستوشوي پروتوپلاس ــانتريفيوژ  )CPW( ش ــدداً س  مج

و پس ازحذف  عمل دو بار ديگر تكرار شداين   وگرديد
 محلول CPW توپلاست ها دروكامل محلول آنزيمي، پر

 ميلي مولار كلريد سديم     100محلول هاي   . دنگهداري ش 
 ميلي مولار مانيتول تهيـه شـده و پتانـسيل اسـمزي             200و  

 ,Wescoe-5520آنها با استفاده از دستگاه اسـمومتر مـدل   

USAتنظيم شد  .  
 نـانومولار، بـه     A1 20محلول بافيلومايـسين    براي تهيه   
 مقدار يك   A1 ميكرو گرم بافيلومايسين     10ظرف حاوي   

 اضـافه شـده و      (DMSO)ميلي ليتر دي متيل سولفوكـسيد       
 درجـه سـانتيگراد   -20به صورت محلول ذخيره در دماي   

سـپس براسـاس    .  (Bowman et al., 1988)نگهداري شد 
ــين   ــولي بافيلوماســـ ــرمA1) 84/622وزن مولكـــ   ) گـــ

 ميلـي ليتـر     100در   ميكروليتر از محلـول تهيـه شـده          124 
 DMSO در ايـن روش ميـزان نهـايي          .آب مقطر حل شـد    

  .نبايد بيشتر از يك درصد  باشد
، كلريـد   )آب مقطـر  (شـاهد   تيمارهاي مختلف شامل    

 كلريـد سـديم    بـا هم اسمزمولار، مانيتول  ميلي100 سديم
ــولار 200( ــي م ــا)ميل ــو ، ب ــسي فيل ــت  A1 نماي ــا غلظ  20 ب

ــانو ــسيناو بافيلوم) DMSOمحلــول در  ((BAF)مــولار  ن  ي
ــا  هــاي  در غلظــت(BAF+NaCl) كلريــد ســديمهمــراه ب

هـاي تعليـق    ، كـشت  هاي سه روزه    جوانهمذكور، بر ريشه    
ماهـــه در مرحلـــه حـــداكثر منحنـــي رشـــد و  4ســـلولي 

اعمال شده ها بلافاصله پس از استخراج آن،     پروتوپلاست
 4ها با   گيري  نمونه ، ساعت بعد  24  و 8،  3هاي   طي زمان  و

ــرار  ــد  تك ــام ش ــلول. انج ــه روش  از س ــستمي ب ــاي مري   ه
تغييرات اندازه واكوئل   ذكر شده در بالا نمونه تهيه شد و         

  ميكروســكوپ نــوري 40عدسـي آنهـا بــا اســتفاده از  در 
(E800; Nikon, Tokyo Japan)   همچنـين  .  مـشاهده شـد

ــرات  ــل حجــم وتغيي   هــاي منفــرد كــشت  ســلولدر اكوئ
ــت  ــي و پروتوپلاسـ ــگ تعليقـ ــس از رنـ ــا پـ ــزيهـ   آميـ

  بـــا اســـتفاده،  درصـــد01/0قرمـــز خنثـــي  بـــا محلـــول 
  ميكروســـــــــكوپ معكـــــــــوس  40عدســـــــــي  از 

)TE-300; Nikon, Tokyo Japan( ،  مـورد بررســي قــرار
 دوربــين بــا اســتفاده ازتغييــرات انــدازه واكوئــل . گرفــت

(PCM2000, Nikon, Tokyo Japan)ــ ــر روي  كـ ه بـ
 ،Act1ميكروسكوپ نصب شده بود و با كمك نرم افـزار         

گيـري قطـر    پـس از انـدازه    . برداري شـد  مشاهده و عكس  
ــزار واكوئــــــل ــتفاده از نــــــرم افــــ ــا اســــ ــا بــــ  هــــ

 Micro measure)50 حجـم  ) واكوئل به ازاي هر تكـرار ،
واكوئل بر اساس ميانگين قطرها در چهـار تكـرار توسـط            

 SE  به صـورت   نتايج حاصل .  برآورد شد  Excelنرم افزار   
  . ميانگين ارائه شد±

  
  نتايج و بحث

ــلول   ــل در س ــم واكوئ ــزايش حج ــستمي  اف ــاي مري ه
) هاي منطقه تقسيم و منطقـه در حـال طويـل شـدن         سلول(

   سـاعت پـس از اعمـال تيمـار         سـه  IR651ريشه برنج رقم    
  در شكل يـك ارائـه شـده          كلريد سديم مولار   ميلي 100 

ي قبـل از تيمـار شـوري حـاوي          هاي مريـستم  سلول. است
 سـاعت پـس از اعمـال    3هاي كوچكي بودند كه     واكوئل

داري افـزايش حجـم      به صورت معنـي    كلريد سديم تنش  
 بخش بسيار كـوچكي     ،هاي منطقه تقسيم  در سلول . يافتند

  هـــا اشـــغال شـــده واز حجـــم ســـلول توســـط واكوئـــل
تر هاي آنها، آسان  گيري تغييرات حجم در واكوئل     اندازه

هـا بـا آونـدهاي چـوبي ارتبـاط          همچنين ايـن سـلول    . ودب
  داشــته و در صــورتي كــه قــادر بــه تجمــع نمــك در       
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 ميلي 100  در تيمارIR651  برنج رقمهاي در حال طويل شدن نوك ريشه  افزايش سريع حجم واكوئل سلول-1 شكل

  ندا هيزي شد سلول ها با استفاده از رنگ قرمز خنثي رنگ آم.مولار كلريد سديم
Fig. 1. Rapid expansion in vacuolar volume of elongating cells in root tips ofrice cv. IR651 in 100 mM NaCl 

treatment . Cells were stained with natural- red dye 

  
توانند به سـرعت بـا محلـول     هاي خود باشند، مي   واكوئل

ــي    ــوبي وارد م ــد چ ــه آون ــه ب ــودنمــك ك ــزايش ش   ، اف
مـشاهده  . )Binzel and Ratajczak, 2001(حجـم دهنـد   

شدن تاييدي بـر وجـود ايـن          هاي در حال بزرگ     واكوئل
 .)Fukuda et al., 2004( باشـد  هـا مـي   سازوكار در سلول

نشان داده شـده اسـت،    ) a و   b (2طور كه در شكل     همان
 و  IR651هـاي مريـستمي دو رقـم        تنش شوري در سلول   

رابـري   ب10 ساعت، موجب افزايش  3طارم پس از    اهلمي
ــل ــانيتول   حجــم واكوئ ــار م ــا شــد، در حــالي كــه تيم   ه

 در مقايـسه بـا      كلريـد سـديم   اسمز بـا    هم) تنش خشكي (
در هـر   . داري در آنها بوجود نيـاورد     شاهد، تفاوت معني  

ــم،  ــال   24دو رق ــس از اعم ــاعت پ ــديم  س ــد س  و كلري
 200 بــه 10 (20هــا بــه ترتيــب مــانيتول، حجــم واكوئــل

ابر نـسبت بـه شـاهد افـزايش          بر 10و  ) ميكرو متر مكعب  
هاي مريـستمي رقـم حـساس بـه شـوري           در سلول . يافت
IR29  كلريـد   سـاعت پـس از اعمـال تيمارهـاي     سـه  طي
داري بـا شـاهد مـشاهده        و مـانيتول، تفـاوت معنـي       سديم
 ســاعت پــس از اعمــال تيمارهــاي 24در حاليكــه ، نــشد

هـاي منطقـه    مختلف، تغييرات حجـم واكوئـل در سـلول        

هـا حـاكي از     ايـن داده  .  اين رقم ديده شـد     مريستم ريشه 
هـا در تيمـار كلريـد        برابـري واكوئـل    5/2افزايش حجم   

 برابــري حجــم 5/3 مگاپاســكال و افــزايش -5/0ســديم 
  كلريـد سـديم  اسـمز بـا   واكوئل ها در تيمار مـانيتول هـم    

  ).2شكل ( ساعت بوده است 24پس از 
  به نظـر مـي رسـد كـه افـزايش حجـم واكوئـل مـشاهده                

   ســــاعت اوليــــه، در ارقــــام متحمــــل   3ه در  شــــد
) IR651  كلريـد سـديم   مختص بـه تـنش      ) طارم و اهلمي 

نيتول با پتانسيل اسـمزي يكـسان       بوده است، زيرا تيمار ما    
 كلريد سـديم، تفـاوت معنـي داري بـا شـاهد نداشـت               با
، چــون تيمارهــاي كلريــد آزمــايشدر ايــن ). 2شــكل (

ابه بودنــد، ســديم و مــانيتول داراي پتانــسيل اســمزي مــش
توان اطمينان داشت كه هـر دو تيمـار، تـنش اسـمزي         مي

عمال هاي منطقه مريستمي نوك ريشه ا     يكساني بر سلول  
اند و بنابراين تفاوت افزايش حجم ايجاد شده بـين         نموده

 بـوده  -Cl و  +Naدو تيمار، ناشي از اثـر ويـژه يـون هـاي     
 رسد كه تجمع اين دو يـون در واكوئـل         به نظر مي  . است

 پتانـسيل اسـمزي محلـول درون واكوئــل    باعـث كـاهش  
درون ايـن انـدامك      شده كه بـه تبـع آن آب بيـشتري بـه           
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   درIR29 (c) و (b)، اهلمي طارم IR651 (a) به ترتيب  برنج تغيير حجم واكوئل سلول هاي نوك ريشه-2شكل 
.  ميلي مولار100كلريد سديم +  بافيلومايسين و بافيلومايسين ميلي مولار ، مانيتول،100 تيمار هاي شاهد، كلريد سديم

  . استميكرو متر مكعب LSD0.05 =5/17 مقدار . ندا هسلول ها با استفاده از رنگ قرمز خنثي رنگ آميزي شد
Fig. 2. Vacuolar volume expansion changes in root tip cells of IR651, Ahlami tarom and IR29 root tips 

respectively under normal, NaCl (100mM), Mannitol,  Bafilomycin and Bafilomycine + NaCl (100 mM) . Cells 

were stained with natural- red dye. LSD0.05=17.5 µm3. 
 

.  برابري آن شـده اسـت  10جذب و باعث افزايش حجم      
ــورا و ــاران ميم ــده )Mimura et al., 2002(همك  پدي

 Hordeum)هاي مريستمي ريشه جو مشابهي را در سلول

vulgare L.)    گـزارش  كلريـد سـديم   تحـت تـاثير تـنش 
كلريـد  افزايش حجـم ثـانوي كـه توسـط تيمـار            . كردند
بـه احتمـال    ،   ساعت ديده شد   24 و مانيتول پس از      سديم

زياد ناشـي از تنظـيم اسـمزي بـه منظـور مقابلـه بـا تـنش                  
 حاصل از تيمار كلريـد سـديم     مگاپاسكال -5/0خشكي  

  .و مانيتول بوده است
ــزايش   ــل در 5/3 و 5/2افـ ــم واكوئـ ــري حجـ    برابـ

 به ترتيـب در تيمارهـاي       IR29هاي مريستمي رقم     سلول

  كـه  دهد ساعت نشان مي   24 و مانيتول طي     كلريد سديم 
 تنها تغيير روابط آبي درون سلول و تنش اسـمزي باعـث      

ــرات شــده  ــن تغيي ــروز اي ــا  ب ــاطي ب ــن موضــوع ارتب    و اي
  . تجمــــع واكــــوئلي ســــديم و كلــــر نداشــــته اســــت

ــوئلي   ــك واك ــراي    +Naتفكي ــوثر ب ــازوكار م ــك س  ي
باشــد كــه طــي فراينــد جلــوگيري از ســميت ســديم مــي

تكامـــل، در ارقـــام متحمـــل بـــه وجـــود آمـــده اســـت 
)Blumwald et al., 2000; Zhu, 2001( .  

هـاي     كلريد سـديم بـر كـشت       لار ميلي مو  100 تنش
نيز  طارم و اهلمي  IR651رقم  هاي  و پروتوپلاست تعليقي  
داري   تفاوت معنـي  و  ها شد      افزايش حجم واكوئل   باعث
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  داشـــت  نـــسبت بـــه شـــاهد   ) درصـــد5در ســـطح (
ــكل( ــاي شــ ــاران .)bو a،4 و 3هــ ــزل و همكــ    بينــ
 (Binzel et al., 1985; 1988) ،ــد كــه    گــزارش كردن

هـاي كـشت تعليقـي توتـون تحـت           سلول اندازه واكوئل 
ميمـورا و همكـاران     . تاثير تيمار شـوري افـزايش داشـت       

(Mimura et al., 2002) را در  نيز افزايش حجم واكوئـل 
هـــاي كـــشت تعليقـــي و   تـــنش شـــوري در ســـلول  

در . كردنـد گـزارش   هاي درختـان مـانگرو      پروتوپلاست
هاي هر دو رقـم     هاي تعليق سلولي و پروتوپلاست    كشت

  كلريـــد ســـديم  هماننـــد تيمـــار مـــانيتول تحمـــل، م
ــزايش   ــد 30 موجــب اف ــل  درص ــم واكوئ ــا حج ــده   ش

افزايش مشابه در حجم واكوئـل در        ).4 و   3هاي  شكل (
 احتمـالاً در اثـر      كلريـد سـديم   ل و   وپي اعمال تيمار مانيت   

سازوكارهاي مرتبط بـا تغييـر روابـط آبـي سـلول ايجـاد          
 -5/0ل اســمزي شــده اســت، زيــرا هــر دو تيمــار پتانــسي

هاي منفـرد كـشت تعليـق سـلولي و          مگاپاسكال بر سلول  
بهرحال بايد توجه داشت    . ها وارد مي كنند   پروتوپلاست

هاي نمكي رشـد    هاي تعليقي سلولي در محيط    كه كشت 
ــي ــوجهي از     مـ ــل تـ ــادير قابـ ــاوي مقـ ــه حـ ــد كـ   كننـ
هاي سديم و پتاسيم مي باشد و علاوه بـر آن محـيط           يون

CPW   رود، داري پروتوپلاست به كـار مـي       كه براي نگه
جـذب  . حاوي مقادير قابل توجهي از يون پتاسـيم اسـت         

Na+   و K+    تواند باعث بهبـود سـريع       از محلول غذايي مي
هـاي  هـاي تعليقـي و پروتوپلاسـت      تورژسانس در سلول  

  تـــنش شـــوري بـــر   . تحـــت تـــنش اســـمزي شـــود   
 IR29رقـم   هـاي   و پروتوپلاست هاي تعليق سلولي      كشت

 درصدي حجـم    25موجب افزايش   ،  )ه شوري حساس ب (
 هم اسمز بـا آن      كه تيمار مانيتول  در حالي . ها شد واكوئل

  . داري را در مقايسه با شاهد نشان ندادتفاوت معني
هاي مريستمي، كشت تعليقي و      در سلول  BAFتيمار  

هــاي حاصــل از ارقــام حــساس و متحمــل پروتوپلاســت
نـين ايـن تيمـار      همچ. داري با شاهد نداشت   تفاوت معني 

 IR651هـاي   هاي تعليق سلولي و پروتوپلاسـت     در كشت 
   درصـــدي حجـــم 35طـــارم باعـــث كـــاهش و اهلمـــي

 بـه طـور كامـل از        BAFبه عبارت ديگر،    . ها شد واكوئل
 در  كلريد سـديم  افزايش حجم واكوئل كه در پي تيمار        

بافيلومايـسين  . ارقام متحمل مشاهده شد، جلوگيري كرد     
A1ــوثر  بازدارنـــــــــده بـــــــــس    V-ATPaseيار مـــــــ
، )Bowman et al., 1988(بـاومن و همكـاران   . باشـد مـي 

،  فعاليـت    BAF نـانومولار  10گزارش كردند كه غلظـت      
در آزمايش .  واكوئلي را متوقف مي كندATPaseآنزيم 

ــدگي     ــاثير بازدارنـ ــالا تـ ــز احتمـ ــر نيـ ــرBAFحاضـ    بـ
 V-ATPase  داري از افــزايش حجــم  ، بــه طــور معنــي

دار حجـم    معني مشاهده كاهش . واكوئل جلوگيري كرد  
هاي تحت تيمار كلريد سديم بعلاوه        ها در سلول  واكوئل

 H+-ATPaseتوانـد نقـش كليـدي          مـي  ،A1بافيلومايسين  
ــه درون  واكــوئلي را در امكــان پمــپ كــردن يــون  هــا ب

واكوئل توجيه كند، زيرا انتقال فعال ثانويه يون سديم به          
  تونوپلاسـت، +Na+/Hپورتر داخل واكوئل از طريق آنتي 

  توســط نيــروي محــرك پروتــون كــه بــه وســيله فعاليــت
 V-ATPase ــا ــي V-PPase و يـــ ــاد مـــ ــود،  ايجـــ   شـــ

  .گيردانرژي مي
 تحـت   V-ATPaseگزارش شـده اسـت كـه فعاليـت          

. )Dietz et al., 2001(يابـد  تاثير تنش شوري افزايش مي
 )Matsomoto and Chung, 1988(ماتسوموتو و چونـگ  
مـولار   ميلي 200هاي جو در تيمار     با آزمايش روي ريشه   

 در  +H، گزارش كردند كه سـرعت انتقـال         كلريد سديم 
V-ATPaseــد ــر شــ ــاران نا.  دو برابــ ــامورا و همكــ كــ

)Nakamora et al., 1992(  ــدازه ــا ان ــت  ب ــري فعالي گي
هاي نوعي لوبيـا تحـت       در ريشه  V-ATPaseهيدروليزي  
 و  4/1، افـزايش    كلريد سديم مولار   ميلي 100تاثير تيمار   

 ساعت  24 و   3 طي   V-ATPase برابري را در فعاليت      3/1
پژوهـشگران  . پس از اعمال تيمار شوري گـزارش نمـود        

 را تحـت    V-ATPaseزيادي سطوح بيـان زيرواحـدهاي       
تاثير تنش شوري مطالعه كرده و افزايش تظاهر برخي از          

 ,.Ballesteros et al(انـد  زيرواحـدها را گـزارش نمـوده   

1996; Berndt et al., 1999; Bremberger and Luttge, 

1992; Perera et al., 1995( .  
   حجـم   از آنجايي كـه تيمـار شـوري باعـث افـزايش           
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 IR29 (C) و (B)، اهلمي طارم IR651 (A) تغيير حجم واكوئل سلول هاي كشت تعليقي حاصل از به ترتيب -3شكل 
 ميلي 100كلريد سديم +  و بافيلومايسين(BAF) ميلي مولار ، مانيتول، بافيلومايسين100در تيمار هاي شاهد، كلريد سديم

  . ميكرو متر مكعب استLSD0.05 =25/6 مقدار  .دنباش دي نشان دهنده خطاي استاندارد مي عموخطوط  . (BAF+NaCl)مولار
Fig. 4. Vacuolar volume expansion changes in of derived cell suspension culture from IR651 (a), Ahlami 

tarom (b) and (c) IR29 respectively under normal, NaCl (100mM), Mannitol,  Bafilomycin (BAF) and 

Bafilomycine + NaCl (100 mM) (BAF+ NaCL) . Vertical bars indicating standard error. LSD0.05=6.25 µm3. 

  
هاي حاصـل از     هاي كشت تعليقي و پروتوپلاست     سلول
IR29         هـا  شد، لذا بررسي نحوه تغييرات حجم ايـن سـلول

 .رسـد زم به نظـر مـي      نيز لا  BAF+NaClتحت تاثير تيمار    
 مشخص اسـت، تـك      (c) 4 و   (c) 3همان طور كه شكل     

هـاي ايـن    هاي كشت تعليق سلولي و پروتوپلاست     سلول
ــز هماننــد تيمــار BAF+NaClلايــن در تيمــار  كلريــد  ني

بـا توجـه بـه      .  افزايش حجم واكوئـل نـشان دادنـد        سديم
اينكه مقدار افزايش حجم مشاهده شده در هر دو تيمـار           

)  ميكرومترمكعـب  35 به حـدود     25از  (ك اندازه   نيز به ي  

رسـد كـه در ايـن رقـم افـزايش حجـم         بود، بـه نظـر مـي      
از . گيـرد واكوئل تحت تاثير تيمار بافيلومايسين قرار نمي     

 +Hتوان بخشي از فرآيند پمپ شـدن          اين رو احتمالاً مي   
هـاي ديگـر      به داخل واكوئـل را ناشـي از فعاليـت پمـپ           

 ســت و يــا  نقــش پــر اهميــتموجــود در غــشاي تونوپلا
هر چند روشـن شـدن ايـن        .  محسوب كرد  +Kهاي  كانال

 افزايش  نظر به اينكه  . موضوع نياز به تحقيق بيشتري دارد     
هـاي تعليقـي و     حجم واكوئل در سطح مريـستم، كـشت       

هـا تنهـا در ارقـام متحمـل بـه شـوري و در               پروتوپلاست
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 در IR29 (c) و (b)، اهلمي طارم IR651 (a)توپلاست هاي حاصل از به ترتيب تغيير حجم واكوئل پرو -4شكل 
 . ميلي مولار100كلريد سديم +  ميلي مولار ، مانيتول، بافيلومايسين، بافيلومايسين100تيمارهاي شاهد، كلريد سديم

 .ب است ميكرو متر مكعLSD0.05 =23/3 مقدار  .باشند خطوط عمودي نشان دهنده خطاي استاندارد مي
Fig. 6. Vacuolar volume expansion changes in of protoplasts derived from IR651 (a), Ahlami tarom (b) and 

(c) IR29 respectively under normal, NaCl (100mM), Mannitol,  Bafilomycin and  

Bafilomycine + NaCl (100 mM). Vertical bars indicating standard error. LSD0.05=3.23 µm3. 

 
معرض تنش كلريد سديم مشاهده شد، مـي تـوان نتيجـه       

اي بين فعاليت آنـزيم     گرفت كه همبستگي قابل ملاحظه    
H+-ATPase   واكـــوئلي و ســـازوكارهاي تحمـــل بـــه   

احتمـالا در ارقـام   . تنش شوري در اين ارقام وجود دارد   
 موجــب تقويــت V-ATPaseمتحمــل، افــزايش فعاليــت 

ايـن  . گـردد هـا بـه درون واكوئـل  مـي          يـون  پمپ شـدن  
 +Na شيب الكتروشيمايي لازم به منظـور جـذب          موضوع

  را +Na+/Hاز طريــق انتقــال تــوام  از قبيــل آنتــي پــورتر 
علت ديگر اختلافات گسترده بين ارقـام       . نمايد  مي فراهم

ــرم  ــه شــوري، ايزوف   هــاي مختلــفمتحمــل و حــساس ب

 V-ATPase اوتي در ارقـام    باشد كه بـه صـورت متف ـ       مي
  هـاي يـوني و اسـمزي بيـان        مختلف و در پاسخ بـه تـنش       

 V-PPaseگر آنـزيم    شوند و يا به علت نقش حمايت       مي
باشـد كـه     واكـوئلي مـي    +Hدر حفظ فعاليت پمپ شدن      

بـه  . شـود لزوم بررسي هر يك از موارد فوق احساس مي        
رسد كـه در ارقـام متحمـل بـرنج ايـن سـازوكار              نظر مي 

عات اوليه، گياه را از اثـرات مـضر شـوري           بتواند طي سا  
هـاي  حفظ كـرده و فرصـت كـافي بـراي توليـد محلـول             

   .سازگارلازم جهت تنظيم اسمزي را فراهم آورد
 حاضر در جهت مقايسه مقـدماتي ارقـام بـا         آزمايش 
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قابليت تـسهيم سـديم در واكوئـل، بـه منظـور مطالعـات              
 IR651طـارم و      جامع بعدي صورت گرفته و رقم اهلمـي       

به عنوان ارقام متحمل و داراي سازوكار افزايش فعاليـت    
ــزيم  ــشتر  ،V-ATPaseآن ــراي انجــام مطالعــات بي ــل  ب قاب
با ايـن وجـود بايـد توجـه داشـت كـه             . دنيه مي باش  توص

هــاي  تحمــل بــه شــوري، يــك صــفت كمــي بــوده و ژن
كند، از اين رو برآيند چندين ژن با         بسياري را درگير مي   

نهــايي گيــاه را در مقابــل تــنش  رفتــار ،اثــرات مختلــف
 تلاقي بين رقم    به نظر مي رسد كه     .كند  شوري تعيين مي  

هـاي در   ها در نـسل  انتخاب لاينو  ، IR651،طارم  اهلمي
حال تفكيك بر اساس قابليت افزايش حجم واكوئـل در          

كيفيت تواند به ارتقاي   ميهاي مريستم نوك ريشه  سلول
  .ارقام پرمحصول برنج كمك كند

گيـاه  ) Garcia, et al., 1997(به گـزارش گارسـيا   بنا 
 درصد از سـديم موجـود در محلـول          94برنج در حدود    

 درصد از آن به آوند چـوبي  8/2كند و  خاك را دفع مي  
رسد كه ارقام متحمل بـا تـسهيم          به نظر مي  . شود وارد مي 

هـاي ريـشه،      بخشي از سديم وارد شده در واكوئل سلول       
ــال   ــوثري از انتق ــور م ــه ط ــدام ب ــه ان ــوايي    آن ب ــاي ه ه

هاي  تسهيم سديم در واكوئل سلول    . جلوگيري مي كنند  
ريشه، پتانسيل اسمزي درون اين اندامك را كاهش داده         

اين موضوع بـه  . شود و به دنبال آن آب وارد واكوئل مي   
حفــظ فــشار آمــاس ســلول و رشــد آن كمــك مــوثري  

اين سازوكار از اثرات سمي اين يـون كاسـته و           . كند  مي
هزينه متابوليكي كمتري نيز صرف تنظيم اسمزي سـلول         

توانند بـه درك   رسد كه اين نتايج مي      به نظر مي  . شود  مي
هــاي ارقــام متحمــل و مــرگ  علــت زنــده مانــدن ريــشه

هاي ارقـام حـساس، عليـرغم مـساوي بـودن نـسبي               ريشه
ميزان نمك خالص در هر گرم وزن خشك ريشه آنهـا،           

  . كنند كمك 
  

                                                                                                           References ستفادهمنابع مورد ا
Ballesteros, E., J., P. Donaire and A. Belwer. 1996. Effects of salt stress on H+-ATPase and H+-PPase activities 

of tonoplast-enriched membrane vesicles isolated from sunflower roots. Physiol Plant. 97: 259-268. 

Barkla, B. G., L. Zingarelli, E. Blumwald and G. A. C. Smith. 1995. Tonoplast Na+/H+ antiport activity and its 

energization by the vacuolar H+-ATPase in the halophytic plant Mesembryanthemum crystallinum L. Plant 

Physiol. 109: 549-556. 

Berndt, E., C. Schmitt, D. Muhlenhoff and R. Ratajczak. 1999. Daily-time course of V-ATPase activity and 

amount in tonoplast-enriched membrane vesicles from Mesembryanthemum crystallinum L. leaves in the C3-

state or in the CAM-state of photosynthesis. J. Exp. Bot. 35: 123-129. 

Binzel. M. L, P. M. Hasegawa, A. K. Handa, and R. A. Bressan. 1985. Adaptation of tobacco cells to NaCl. Plant 

Physiol. 79: 118-125. 

Binzel. M. L, F. D. Hess, R. A. Bressan, and P. M. Hasegawa. 1988. Intracellular compartmentation of ions in salt 

adapted tobacco cells. Plant Physiol. 86: 607-614. 

Binzel, M. L. and R. Ratajczak. 2001. Function of membrane transport systems under salinity: tonoplast. Salinity: 

Environment - Plants - Molecules. In: A. Läuchli and U. Lüttge (ed.). Dordrecht, the Netherlands, Kluwer: 423–

449. 

Blumwald, E., G. S. Aharon and M. P. Apse. 2000. Sodium transport in plant cells. Biochim. Biophys. Acta. 

1465: 140-151. 

Bowman, E. J., A. Siebers and K. Altendorf. 1988. Bafilomycins: A class inhibitors of membrane ATPases from 

microorganisms, animal cells, and plant cells. PNAS. 85: 7972-7976. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
88

.1
1.

4.
3.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

gr
ob

re
ed

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
05

-1
7 

] 

                            11 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1388.11.4.3.9
http://agrobreedjournal.ir/article-1-196-fa.html


   ١٣٨٨ زمستان ،٤، شماره يازدهم جلد ،" علوم زراعي ايرانمجله"

٣٦٤ 

Bremberger, C. and U. Luttge. 1992. Dynamics of tonoplast proton pumps and other tonoplast proteins of 

Mesembryanthemum crystallinum L. during the induction of crassulacean acid methabolism. Planta. 175: 465-

470. 

Dietz, K. J., N. Tavakoli, C. Kluge, T. Mimura, S. Sharma, C. G. Haris, A. N. Chardonnens and D. Golldack. 

2001. Significant of V-type ATPase for the adaptation to stressful growth conditions and its regulation on the 

molecular and biochemical level. J. Exp. Bot. 52: 1969-1980. 

Fricke W. 2004. Rapid and tissue-specific accumulation of solutes   in the growth zone of barley leaves in response 

to salinity. Planta.219, 515–525. 

Fukuda, A., A. Nakamura, A. Tagiri, H. Tanaka, A. Miyao, H. Hirochika and Y. Tanaka. 2004. Function, 

intracellular localization and the importance in salt tolerance of a vacuolar Na+/H+ antiporter from rice. Plant 

Cell Physiol. 45(2): 146-159. 

Garcia, A. B. Engler, J. Iyer, S. Gerats,T. Van Montagu, M. and Caplan A. B. 1997. Effects of osmoprotectants 

upon NaCl stress in rice. Plant Physiol. 115: 159-169. 

Ghassemi, M., B. R. Andersen, V. M. Reddy, P. R. Gangadharam, G. T. Spear and R. M. Novak. 1995. 

Human immunodeficiency virus and Mycobacterium avium complex coinfection of monocytoid cells results in 

reciprocal enhancement of multiplication. J. Infect. Dis. 171: 68-73. 

Gorham, J. 1992. Grass responses to salinity. Desertified Grasslands: Their Biology and Management. In: G. P. 

Chapman (ed.). New York, Academic Press: 165-180. 

Guei R. G. and  C. E. Wassom. 1993. Genetics of osmotic adjustment in breeding maize for drought tolerance. 

Heredity. 7: 436—441. 

Hasegawa, P. M., R. A. Bressan, J. K. Zhu and H. J. Bohnert. 2000. Plant cellular and molecular responses to 

high salinity. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 51: 463-499. 

Kafi, M. 2008. Saline agriculture and its necessity in Iran. 10th Iranian Congress of Crop Production and Plant 

Breading, 17-20 Aug. Karaj. 137-162 (In Persian). 

Lacerda, C. F. D., J. Cambraia, M. A. Oliva and H. A. Ruiz. 2003. Osmotic adjustment in roots and leaves of 

two sorghum genotypes under NaCl stress. Plant Physiol. 15(2): 113-118. 

Maeshima, M. 2001. Tonoplast transporters: Organization and function. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 

52: 469-497. 

Matsomoto, H. and G. C. Chung. 1988. Increase in proton-transport activity of tonoplast vesicles as an adaptive 

response of barley roots to NaCl stress. Plant Cell Plysiol. 29: 1133-1141. 

Mimura, T., M. K. Hotta, T. Tsujimura, M. Ohnishi, M. Miura, Y. Okazaki, M. Mimura, M. Maeshima and 

S. W. Nemoto. 2002. Rapid increase of vacuolar volume in response to salt stress. Planta. 10: 115-126. 

Munns, R. 2002. Comparative physiology of salt and water stress. Plant, Cell   Env. 25: 239-250. 

Munns, R. 2005. Genes and salt tolerance: bringing them together. New phytol. 167: 645-663.  

Nakamora, Y., K. Kasamo, N. Shmosato, M. Sakata and E. Ohta. 1992. Stimulation of the extrusion of protons 

and H+-ATPase activities with the decline in pyrophosphatase activity of the tonoplast in intact mung bean roots 

under high-NaCl stress and its relation to external levels of Ca2+ ions. Plant Cell Physiol. 33: 139-149. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
88

.1
1.

4.
3.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

gr
ob

re
ed

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
05

-1
7 

] 

                            12 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1388.11.4.3.9
http://agrobreedjournal.ir/article-1-196-fa.html


   "...بررسي تغييرات حجم واکوئل در

365  

Perera, I., X. Li and H. Sze. 1995. Several genes encode nearly identical 16 KDa proteolipids of the vacuolar H+-

ATPase from Arabidopsis thaliana. Plant Mol. Biol. 29: 227-244. 

Reuveni, M., A. B. Bennett, R. A. Bressan and P. M. Hasegawa. 1990. Enhanced H+-transport capacity and ATP 

hydrolysis activity of the tonoplast H+-ATPase after NaCl adaptation. Plant Physiol. 94: 524-530. 

Salekdeh, G. H. and S. Komatsu. 2007. Crop proteomics: Aim at sustanable agriculture of tomorrow. Proteomics. 

7: 2976-2996. 

Serraj, R. and T. R. Sinclair. 2002. Osmolyte accumulation: can it really help increase crop under drought 

conditions? Plant Cell Environ. 25: 333-341. 

Wang, B., U. Luttge and R. Ratajczak. 2001. Effects of salt treatment and osmotic stress on V-ATPase and V-

PPase in leaves of the halophyte Suaeda salsa. J. Exp. Bot. 52: 2355-2365. 

Yokoi, S., R. A. Bressan and M. Hasegawa. 2002. Salt stress tolerance of plants. JIRCAS Working Report. 25-33.  

Zhang, H. X. and E. Blumwald. 2001. Transgenic salt-tolerant tomato plants accumulate salt in foliage but not in 

fruit. Nature Biotech. 19: 765-768. 

Zhu, J. K. 2001. Plant salt tolerance. Trends in Plant Sci. 6: 66-71.    

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
88

.1
1.

4.
3.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

gr
ob

re
ed

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
05

-1
7 

] 

                            13 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1388.11.4.3.9
http://agrobreedjournal.ir/article-1-196-fa.html


   ١٣٨٨ زمستان ،٤، شماره يازدهم جلد ،" علوم زراعي ايرانمجله"

٣٦٦ 

Study of changes in volume of vacuole in meristem cells at root tip of 
rice (Oryza sative L.) under saline conditions 

 
Gholizadeh1, S., F. Moradi2 and I. Nemati3  

 
ABSTRACT 

Gholizadeh, S., F. Moradi and I. Nemati. 2009. Study of changes in volume of vacuole in meristem cells at root tip 

of rice (Oryza sative L.) under saline conditions.. Iranian Journal of Crop Sciences. 11 (4): 353-366 (in Persian). 

 

To study changes of volume of vacuole meristemic cells at the  root tip of rice under saline conditions, 

suspension–cultured cells and protoplasts from three rice genotypes including IR29 (susceptible), and IR651, 

Ahlami-Tarom (tolerant rice cultivars) were treated with 0.1 M NaCl, 0.2 M mannitol, 20 nM bafilomycin A1, 0.1M 

NaCl complemented with 20 nM bafilomycin A1 and distilled water (as control). Sampling carried out at 3, 8 and 24 

hours after application of treatments. Results showed that vacuolar volumes increased only in tolerant cultivars 

when treated with NaCl. However, after exposure of cells to the mannitol with osmolarity similar to 0.1 M NaCl, 

such drastic changes were not observed in the vacuole volumes, indicating that salt-specific effect responses in 

vacuoles. Furthermore, bafilomycin A1 completely inhibited the increase of vacuolar volume due to NaCl effects. 

This findings suggest that the V-ATPase may play an essential role in energizing a Na+/H+ antiporter activity as well 

as vacuolar Na+ compartmentation in meristimeic cells at the root tip of rice.  

 

Key words: Bafilomycin A1, Rice, Root meristemic cells, Salt stress and V-ATPase pump.  
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